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Composes a base d'hormone donneurs de monoxyde d'azote 
et leur utilisation en obstetrique et en gynecologie 

La presente invention conceme des composes capables de se fixer a des 
5 recepteurs d'hormones et presentant un groupement ester nitrique donneur de 
monoxyde d'azote, leur utilisation pour prevenir des naissances avant terme, augmenter 
la dilatation du col de Tuterus a terme, dans le cadre d'une therapie substitutive 
hormonale ou en tant qu'anti-hypertenseur et leur application therapeutique pour la 
preparation d'un medicament utilisable en obstetrique et en gynecologie. 

10 

Les naissances avant terme demeurent relativement communes, representant 
de 5 a 10 % de toutes les grossesses. Cette proportion n'a pas evolue dans les 20-30 
demieres annees. 

Une secretion adequate de progesterone est en fait necessaire au maintien de la 

15 grossesse jusqu'a terme. La progesterone est une hormone initialement secretee par le 
corpus luteum ou corps jaune dans Tovaire puis par le placenta. L'inhibition de la 
contractilite uterine par la progesterone ou les derives de la progesterone a ete 
demontree en utilisant des modeles animaux pharmacologiques. 

L' administration de progesterone durant le troisieme trimestre de la grossesse 

20 afm de pr6venir une delivrance avant la maturite de T enfant a deji ete evoquee il y a 
plus de 20 ans. De ce fait, la progesterone micronisee a ete administree de fagon tres 
commune en France k des doses orales elevees (le plus souvent au moins 600 mg par 
jour) a des fenomes afin d'eviter un accouchement premature. Cette utilisation a 
cependant ete arretee a la suite d'un risque de toxicite hepatique lie au traitement. De 

25 plus, ce traitement n'avait pas en fait d'incidence vraiment prouvee sur le poids de 
naissance et Tage de gestation des enfants, 

D a ete montre tres recemment qu'un traitement par injection hebdomadaire 
d'un derive de la progesterone permettait, chez des femmes a tres haut risque, de 
reduire la frequence des accouchements prematures et de diminuer la frequence de 

30 certaines complications chez leurs enfants [Meis PJ, KlebanoffM, Thorn E et Coll Prevention of 

recurrent pretenn delivery by 17 alplm-hydroxyprogesterone caproate. N Engl J Med 2003; 348:2379- 
85] 



wo 2004/007522 




PCT/FR2003/002152 



2 



Le monoxyde d' azote a recemment ete identifie comme etant un modulateur 
important de la fonction cellulaire. II a un effet relaxant puissant sur les cellules du 
muscle lisse. En fait, le trinitrate de glycerile etait utilise depuis de nombreuses annees 
pour soigner les symptomes d'angine de poitrine bien avant qu'on connaisse son 
5 mecanisme d' action (le trinitrate de glycerile est un donneur de monoxyde d' azote). 

Le muscle de T uterus, le myometre, contient egalement des cellules 
musculaires lisses. La monoxyde d' azote synthase, I'enzyme qui synthetise le 
monoxyde d' azote, a ainsi un effet relaxant sur les cellules musculaires du myometre 
de I'uterus et du col de Tuterus. Le monoxyde d'azote augmente egalement le flux 

10 sanguin uterin pendant la grossesse. 

In vivo, I'inhibition de la production de monoxyde d'azote provoque une 
parturition avant terme chez les cobayes gestantes. Inversement, T application locale a 
terme sur le col de T uterus de nitroprasside de sodium, qui est un donneur de 
monoxyde d'azote, augmente la dilatation cervicale. Ceci montre que le monoxyde 

15 d'azote peut avoir deux effets differents, au niveau du corps de Tuterus, et au niveau du 
col. L' inhibition de la contraction de Tuterus relaxe le corps de Tuterus et peut prevenir 
un accouchement prematura, avant terme. Lorsque le terme est atteint, Tinduction d*un 
ramollissement et d'une dilatation du col peut aider k la progression de Taccouchement. 

Les groupements doimeurs d'acide nitrique tels que le trinitrate de glycerile 

20 ont ainsi ete evalues chez la femme pour tester Tinduction de la relaxation uterine. Des 
patientes dont Tetat necessitait une tocolyse urgente pour retention placentaire, pour des 
problemes d' extraction foetale difficile ou pour inversion uterine aigue ont ete traitees 
avec une dose initiale intraveineuse de 50 a 500 microgrammes de nitroglycerine avec 
des bolus repetes a intervalles de 60 a 90 secondes. 

25 Malgre refficacite de ce traitement, on a note dans 41 % des cas la survenue 

d'une hypotension transitoire en depit d'une hydratation intraveineuse [O 'Grady JP, 
Parker RK, Patel SS, Nitroglycerin for rapid tocolysis: development of a protocol 
and. a literature review. J Perinataloy 2000;1:27-33]. 

L' administration de nitroglycerine grace a un timbre transdeimique capable de 

30 delivrer 0,4 mg/heure de nitroglycerine a ete testee sur un total de 33 femmes 
presentant un travail avant terme et comparee a un placebo. Ces femmes ont refu une 
administration prophylactique en intraveineuse de 1000 ml d'une solution saline 2l 
0,9 % pendant 1 a 2 heures pour eviter F hypotension induite par la nitroglycerine. Les 
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femmes qui ont regu la nitroglycerine ont moihs d'accouchement dans les 48 heures. 
Cependant, Teffectif etait trop faible pour etre interpretable au niveau statique. 

Une etude plus impprtante a compare I'efficacite du trinitrate de glycerile 
transdermique par des timbres de 10 ou 20 mg a une injection de ritodrine en 
5 intra veineuse afin d'eviter une deKvrance avant terme. Les resultats obtenus montrent 
que Tefficacite de ces deux traitements est similaire [Lees CC, Lojacono A, Thompson 
C, Danti L, Black RS, Tanzi P et al. Glyceryl trinitrate and ritodrine in tocolysis: 
an international miilticenter randomized study, Obstet Gynecol 1 999 ;94: 403 -8 ] , 
L'effet indesirable le plus courant observe avec la ritodrine etait une tachycardie; pour 

10 le trinitrate de glycerile, c'etaient les maux de tete. 

Le brevet WO 95 13802 decrit Tutilisation d'un substrat de la monoxyde 
d' azote synthase et/ou d'un donneur de monoxyde d' azote avec differents composes 
dont un progestatif afin d'inhiber la contraction uterine ou un inhibiteur de monoxyde 
d' azote avec un antagoniste de la progesterone afin de stimuler la contractilite uterine. 

15 Le brevet US 5 895 783 decrit radministratioii simultanee de trois composes, 

un progestatif, un substrat de la synthase d*acide nitrique ou un donneur d'oxyde 
nitrique et differents composes a vocation anti-inflammatoire tels que les inhibiteurs de 
cyclo-oxygenase chez des femmes presentant une eclampsie avec ou sans travail avant 
terme. 

20 La nitroglycerine, I'arginine et la progesterone sont administrees dans des 

compositions s6parees. Mais le dosage de progesterone doit etre tres eleve pour 

equivaloir a une quantite de 50 a 300 mg de progesterone injectee. 

Le brevet US 5 595 970 decrit T utilisation d'un substrat de monoxyde d' azote 

et/ou d'un donneur d'oxyde nitrique seul ou en combinaison avec un progestatif, un 
25 gestrogene ou les deux pour temperer la survenue des symptomes lies a la menopause. 

Dans ce cas, la quantite de progestatif est equivalente ^ une dose de 50 a 300 mg de 

progesterone injectee, ce qui est extremement eleve. 

Le brevet US 6 040 340 decrit une methode pour ameliorer le taux de 

grossesse par administration d'un substrat de monoxyde d' azote et/ou d'un donneur 
30 d'oxyde nitrique seul ou en combinaison avec un progestatif et de fagon optionnelle, 

avec un cestrogene ou une methode contraceptive. La encore, une dose tres elevee de 

progestatif a ete utilisee. 

Le brevet US 6 028 106 decrit une methode similaire pour relaxer le detrusor 

vesical et traiter Tincontinence uiinaire. 
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Le brevet WO 98 09948 decrit I'utilisation de composes derives de I'oxyde 
nitrique qui peuvent relaxer le muscle Usse et aider k controler.l'incontinence urinaire 
et d'autres pathologies qui incluent la deUvrance avant terme. Une combinaison d'un 
groupement capable de relarguer du monoxyde d' azote avec des corticost&oides a 6te 
consid6ree seulement dans le but d'augmenter les propri6tes anti-inflammatoires de ces 
corticoides. 

La demanderesse a decouvert une famille de composes capables de se fixer a 
des recepteurs d'hormones et comportant un groupement ester nitrique donneur de 
monoxyde d' azote a 1' exception de 1' estradiol substitud en position 11 et/ou 17 par un 
groupement ester nitrique. Elle a d6couvert que ces composes exergaient une action 
thdrapeutique dans la prevention de naissances pr^maturees, dans le controle de la 
mobilite uterine, dans I'augmentation de la dilatation cervicale lors de I'etape du travail, 
dans les anomalies de la contraction ut6rine, dans les dysmenorrhees, dans le traitement 
hormonal de substitution des femmes menopausees, dans I'induction d'un cycle 
endometrial dans le cadre de la reproduction assistee et dans la prevention de 
I'hypertension. 

L'invention a done pour objet des composes capables de se fixer a des 
recepteurs d'hormones et comportant un groupement ester nitrique donneur de 
monoxyde d' azote a 1' exception de I'estradiol substitu6 en position- IL.et/ou 17 .par un 
groupement ester nitrique. 

Les recepteurs d'hormone sont choisis pafmi des recepteurs steroides, 
retinoides et de d6riv6s de la vitamine D. 

Les composes preferes selon l'invention, capables de se fixer k des recepteurs 
d'hormone peuvent Stre des hormones naturelles ou synth6tiques agissant comme 
agoniste ou antagoniste apr&s fixation sur le r^cepteur hormonal approprie comportant 
un ou plusieurs groupements ester nitrique. Les composes selon l'invention se fixent 
aux tissus riches en recepteur hormonal. La presence de ces groupements au sein de 
ces molecules offre plusieurs avantages : 

modifications de proprietes physicochimiques de ces molecules avec, par exemple, 

amelioration de la solubilite dans I'eau des molecvdes les moins polaires, 

modification du m^tabolisme de ces molecules, 

possibilite delivrance du monoxyde d' azote au sein des tissus. 
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Ces hormones sont de preference des progestatifs, des oestrogenes, des anti- 
mineralocorticoides, des androgenes, des anti-androgenes ou une combinaison de ces 
hormones. 

Ces hormones sont choisies plus particulierement parmi la progesterone, la 
5 170H progesterone, I'estradiol, Tethinyl estradiol, I'aldosterone, la spironolactone, la 
drospirenone, la testosterone et la cyproterone . 

Ces hormones comportent au moins un ou plusieurs groupements ester 
nitrique donneur de NO. 

De preference, le compose comporte un ou plusieurs groupements N02 
10 lie(s) a Thormone directement par Tatome d'oxygene de la forme enolique ou par 
rintermediaire d*un radical benzyloxy. 

De preference, ITiormone capable de se fixer a des recepteurs d'hormones est 
la progesterone ou la 170H progesterone comportant un ou plusieurs groupements 
NO2 lie (s) directement ou par Tintermediaire d*un radical benzyloxy. 
15 En particulier, lorsque le ou les groupements NO2 sont lies directement k 

I'hormone, la liaison se fait par Tatome d'oxygene de la forme enolique de celle-ci 
par exemple en position 3 de la progesterone ou en position 17 de la 170H 
progesterone. 

Lorsque le ou les groupements NO2 sont lies par rintermediaire d'un radical 
20 benzyloxy a I'hormone, cette liaison se fait soit directement a Thormone, soit par 
rintermediaire d'un groupement etablissant un pont, tel qu'un groupement C=0 ou 
COO, a I'atome d'oxygene de la forme enoHque de rhormone ou directement sur le 
cycle tel que par exemple en position 3 de la progesterone ou en position 3 et/ou 17 
de la 170H progesterone. 

Les composes selon I'invention peuvent comporter des groupements NO2 
lies en I'une des positions directement a I'hormone et en Tautre position lies par 
rintermediaire d'un groupement benzyloxy. 



25 



Ces hormones peuvent etre de formule suivante 



30 
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CH2. — - O — NCj2 . 

; (IV) 
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Dans un autre mode de realisation de Tinvention, I'hormone capable de se fixer 
a des recepteurs dliormones est Testradiol comportant en 17 et en 3 de Testradiol ou en 
3 de Testradiol un groupement NO2 lie a Tatome d'oxygene. 

Ces hormones peuvent etre de formule suivante : " 




Dans un autre mode de realisation de rinvention, rhormone capable de se fixer 
k des rdcepteurs d-hormones est la spironolactone comportant un groupement NO2 lie 
par rintfisstfediaire d'un radical benzyloxy a T hormone, de preference par 
.rintermediaire d*un groupement carboxylate. * . . 

Ces hormones peuvent Stre de formule suivante : 




5 

n a ete decouvert que les composes de la presente invention definis ci-dessus y 
compris Testradiol substitue en position 11 et/ou 17 par un groupement ester nitrique 
sont utilisables dans la prevention des naissances avant terme, dans le contrSle de la 
mobilite uterine et dans Taugmentation de la dilation du col de Tuterus au moment du 
10 travail, Ces composes sont egalement utilisables dans le traitement des anomalies de la 
contraction uterine et les dysmenorrhees, 

Les composes selon Tinvention sont egalement interessants dans le cadre d'une 
therapie substitutive pour les femmes menopausees, pour I'induction d'un cycle 
artificial dans la procreation assistee et dans le cadre d'un usage en tant 
15 qu'antihypertenseur. 

Ces proprietes justifient leur application en therapeutique et Finvention a 
particulierement pour objet a titre de medicaments, les composes tels que definis ci- 
dessus dans un milieu pharmaceutiquement acceptable. 

Les composes conformes a 1' invention presentent par rapport aux hormones 
20 steroi'des non substituees en particulier les avantages suivants : 

une modification de leurs proprietes physico-chimiques, avec dissolution plus facile et 
reguliere, meilleure solubilite, 

- une action pharmacologique plus reguliere, moins variable dans le temps et selon les 
individus 
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- robtention d'une accumulation selective et/ou une delivrance de monoxyde d' azote 
dans les^tissus qui possedent des recepteurs steroides 

line augmentation de Tactivite due a Tactivite synergique avec la molecule steroi'de^ au 
sein du meme tissu ; 

S Les differentes fomies phamiaceutiques et les voies d'administxation peuvent 

etre : 

- pour un usage oromuqueux : des comprimes buccaux ou oromuqueux ou de tels 
comprimes a effet retard, une pate ou un gel gingival, une tablette a macher, une 
gomme a macher, une pastille, une capsule oromuqueuse, des gouttes, gel, un spray en 

10 pate ou n'importe quelle forme d' administration adequate, 

- pour un usage oral : des cachets, capsules, tablettes, tablettes recouvertes, capsules 
gastroresistantes ou granules, 

- pour un usage nasal : un spray nasal, une solution a inhalation nasale, des gouttes 
nasales ou n'importe queUe autre forme d' administration nasale, 

15 - pour une utilisation vaginale : un gel endocervical, une poudre endocervicale, une 
poudre pour un gel endocervical, une tablette servant a une solution vaginale, une 
emulsion vaginale, une capsule vaginale, une creme vaginale, une mousse vaginale, un 
gel vaginal, une irrigation vaginale, une solution vaginale ou une suspension vaginale, 
une tablette vaginale, un tampon vaginal ou n'importe quel autre moyen pouvant etre 

20 retire pour une administration vaginale ou cervicale (tel qu'un raban impregne), 

- pour un usage sous-cutane : une administration intramusculaire ou sous-cutanee 
(incluant une infusion continue a Taide d'une pompe) ou une administration 
intraveineuse telle qu'une solution, suspension ou emulsion, 

- pour une utilisation topique ou transdermale : un timbre, une creme, poudre ou spray. 

25. 

Les exemples suiyants illustrent I'invention sans toutef ois la limiter : 

Exemple 1 : preparation de Tester nitrique d'enol 3 pregna-3(4)5r6Miene-20one 
30 La progesterone (une part de progesterone en poids) est dissoute dans un 

melange de 5 volumes d' acetonitrile et de 2 volumes de tetrahydrofurane (THF) 
maintenu a 0"". Quand la reaction est complete, une solution d'acide paratoluene 
sulfonique a raison de 0,025 part dans 0,25 volume d' acetonitrile est ajoutee. Une 
solution d'acide nitrique a 65 % (1,1 mole d'acide nitrique par mole de progesterone) 
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dissoute dans 2 volumes d'acetonitrile est alors ajoutee. Apres un temps de reaction 
d'approximativement 30 minutes, le produit est extrait avec le THF, la solution est 
concentree par evaporation et cristallisee dans Tether isopropylique. 
On obtient le nitrate d'enol de progesterone de fonnule (I). 

5 

Exemple 2 :Preparation d'un derive nitrique de progesterone de formule (TP 

La progesterone a raison d'l part en poids est dissoute dans un melange de 5 
volumes d'acetonitrile et de 2 volumes de THF maintenu a 0°. Quand la reaction est 
complete, une solution d'acide paratoluene sulfonique a raison de 0,025 part dans 0,25 
10 volume d'acetonitrile est ajoutee. Une solution de 4-nitroxy methylbenzoate d'ethyle 
(1,1 mole par mole de progesterone) dissoute dans 2 volumes d'acetonitrile est ajoutee. 
Apres un temps de reaction d'approximativement 30 mdnutes, le produit est extrait avec 
le THF, la solution est alors concentree par evaporation et cristallisee dans 
risopropylether. 

15 

Exemple 3 : preparation de Tester dinitrique de la 17 a-hydroxyprogesterone de 
■ formule nn^ 

La 17a-hydroxyprogesterone a raison d'une part en poids est dissoute dans 
2,25 volumes d' anhydride acetique (pur a au moins 98 %) maintenue a 0°C. Une 

20 solution de 2,5 % d'acide paratoluene sulfonique maintenue a 0 C dans 0,25 volume 
d' anhydride acetique est alors ajoutee. Le melange est chauffe avec precaution a une 
temperature entre 0 et 20°. Une solution a 65 % de 4-nitroxymethyl benzoate d'ethyle 
(1,1 mole par mole) dans 2 volumes d'acetonitrile est ajoutee. Le melange est maintenu 
pendant une heure a 20° puis 0,05 part en poids de triethylamine est ajoutee et le 

25 produit est melange a 10 parts d'un melange eau + glace. Le produit est filtre et lave 
puis resolubilise dans du methanol qui contient 10 % d'eau, acidifie avec de I'acide 
nitrique (0,9 mole par mole) et chauffe ^ reflux pendant 2 heures. Trois volumes de 
chlorure de methylene sont ensuite ajoutes. Le produit est neutralise, refroidi et extrait 
avec du chlorure de methylene. Le chlorure de methylene est alors eUmine et le produit 

30 est cristallise dans du methanol. 
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Exemple 4 : preparatinn du f4'-nitro.oxy-methvlVbe n7.nate de 17a hydroxy- 
pregn-4-etie-3.20-dion& de form ule (TVt 

L'esterification en 17 s'effectue en accroissant la nucleophilie du groupe 
5 hydroxyle par Tintermediaire de la formation de Talcoxyde de lithium. 




Dans ces conditions, apres avoir obtenu Tester 11 ou 13 il s'est ayere 
10 relativement facile de continuer a faire la reaction avec le nitrate d' argent pour 
Fobtention du compose decrit. Pour eviter les reactions laterales au covurs de la 
formation d'alcoxyde il est necessaire de proteger les groupes carbonyles a travers la 
formation de I'acetal correspondant. 



15 



Bien qu'il faille 3 etapes de synthese supplementaires, toutes les reactions se 
deroulent bien et avec de bons rendements, les intermediaires etant facilement isolables 
et purifiables. 
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L'obtention du c6tal 09 fut realisee facilement par reaction avec 
Tethyleneglycol en presence de TsOH (acide tosylique) comme catalyseur et 
triethylorthoformiate comme agent deshydratant. 

Le produit obtenu est un solide blanc facilement purifiable par recristallisation 
5 dans le methaaol. 

Une fois purifie, on traite le produit dans le TBDF avec du BuLi (butyllithium) 
pour former I'alcoxide et on le laisse reagir avec le chlorure d' acide correspondant 
(chlorure de T acide 4chloromethylbenzoi'que ou bromure de 4bromomethylbenzoyle). 

10 D'une maniere inattendue, la reaction se fait finalement en 30 minutes, pour 

donner quantitativement le chloroester 10 ou le bromoester 12 de Tacetal. 

Les composes 10 ou 12 s'hydrolysent facilement en cetone en presence de 
TsOH pour donner Tester recherche 11 ou 13. Ces produits se presentent comme des 
solides blancs de grande purete. Non seulement ils se purifient sur colonne 

15 chromatographique, mais aussi par recristallisation dans 1' acetate d'ethyle. 

Tons les produits intermediaires ont ete caracterises par RMN et le produit 
final par RMN et spectrometrie de masse. 

20 

Exemple 5 : preparation de Tester nitrique de Testradiol de formule (VD 

Une part en poids d' acetate d' estradiol est dissoute dans 2 volumes de pyridine 
a 20°, du chlorure de nitrile (a raison d'1,2 mole par mole) est ajoute k 20°C et 
maintenu a cette temperature pendant 4 heures. Le produit est alors verse dans un 
25 melange de 10 parts d'eau et de glace et a 2,5 volumes d'acide chlorhydrique 
22° Baume, melange a 0°C, lave et seche, Le produit est place dans du methanol a 
reflux, 5 volumes, cristallise dans le methanol. Apres sechage, Testradiol portant en 
position 3 un groupement ester nitrique est obtenu avec un rendement de 88 %. 

30 Exemple 6 : preparation dun derive dinitrique d'estradiol de formule fV^ 

Une part en poids d' estradiol est dissoute dans un melange de 5 volumes 
d'ac6tonitrile et de 2 volumes de THF et maintenue a 0°. Une solution de 0,025 part 
d'acide paratoluene sulfonique dans 0,25 volumes d'acetonitrile est alors ajoutee puis 
une solution d' acide nitrique a 65 % (2,5 moles par mole) dans deux volumes 
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d'acetonitrile et le melange est laisse a reagir toute la nuit a 20°C. Le produit est extrait 
avec du chlorure de methylene et cristallise dans de Tether isopropylique. Du dinitrate 
d'estradiol est obtenu. 

5 Exemple 7 : preparation d'un derive nitrique de spironolactone de formule CVH) 

0,116 part de sodium metal est ajoute a 4 volumes d'ethanol sous atmosphere 
d* azote a 20° et chauffe a reflux jusqu'a dissolution. Le melange est refroidi a 30° et 
1,288 part de malonate d'ethyle est ajoute, suivi par I'addition d'une part de 
dienoxirane. Le melange est chauffe a reflux pendant 5 heures, refroidi et neutralise 

10 avec 0,3 volumes d'acide acetique puis on ajoute 5 volumes d'eau. Le precipite est 
filtre, lave et seche. Le carbaldiene est obtenu avec un rendement estime de 85 %. Une 
solution est preparee avec une part de carbaldiene, 1,28 part de 3-hydroxybenzylnitrate, 
0,75 part de dicyclohexyl carbodiimide et 20 volumes de dichloromethane. Cette 
solution est laissee une nuit a 20°. Ensuite, les solvants sont concentres, le 

15 dicyclohexyluree est elimine par filtration et le produit est cristallise dans Tethanol. Le 
nitrate de carboxydiene est obtenu avec un rendement estime de 80 %. 

Le nitrate de carboxydiene est alors dissous dans 3,5 volumes d'ethanol, et 0,4 
part d'acide thioacetique est ajoute. La solution est chauffee a reflux pendant 3 heures 
puis refroidie a 0° pendant une heure. Le produit est alors seche. La spironolactone de 

20 formule (VII) est obtenue avec un rendement estime de 94%. 

Exemple 8 : Inhibition in vitro de la contractilite utdrine de fibres de myometre d'utems 
de femmes non gestantes 

L'activite contractile de fragments de myometres humains a ete etudiee in 

vitro. 

Apres un temps de latence d'environ deux heures, permettant I'etablissement 
de contraction spontanees, Tinhibition des contractions produite par Taddition dans le 
milieu de 17-a hydroxyprogesterone et de son derive nitre, (4'-nitro.oxy-methyl)- 
benzoate de 17a hydroxy-pregn-4-ene-3,20-dione, identifie dans ce tableau sous le 
nom de (4 -nitro.oxy-methyl)-benzoate de 17a hydroxy-pregn-4-ene-3,20-dione 
(exemple 4) a pu etre mesuree. 

Cette experience permet d'evaluer Teffet a court terme de ce compose. 
Les resultats sont presentes dans le tableau I : 



25 



30 



35 
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PRODUIT 






(4'-nitro.oxy-methyl)- 
benzoate de 17a hydroxy- 
pregn-4-ene-3,20-dione 


17a hydroxy progesterone 




Concentration 


Moyenne 


Deviation 
standard 


Moyenne 


Deviation 
standard 


Inhibition 
en % 


2 10-7 M 


37 


14 


45 


26 


2 10-6 M 


69 


6 


66 


29 



Le derive nitre, (4*-nitro.oxy-inethyl)-benzoate de 17a hydroxy-pregn-4-&ne- 
3,20-dione, possede en moyenne la meme activite que Thydroxyprogesterone, mais son 
action est beaucoup plus constante, moins variable. 

Exemple 9 : Inhibition in vitro de la contractilite uterine spontanee ou induite dans des 
uterus de rates non gestantes 

Des femelles Old Wistar intactes agees de 90 jours, pesant de 180 a 200 g, 
sont tuees par decapitation le lendemain du jour 11 du diestrous. Leur uterus entier non 
nettoye est retire et place dans une solution de Kreb's Ringer modifiee (tampon 
contr61e a 2% de dimethylsulfoxide) a 3T. Le tissu est nettoye de la graisse et du fascia 
qui i'enveloppent, et coupe en petits anneaux de 5 mm. Ces anneaux sont attaches a un 
transducteur de deplacement de force sous une tension de Igramme. Le tissu est laisse 
pendant une periode d'equilibration de 30 minutes afin de laisser se developper les 
contractions. Le tampon controle est remplace par un tampon qui contient le produit a 
tester (exemple 1 a 3) ou la progesterone seule en presence ou non de T antagoniste du 
recepteur picrotoxine (32 /xg/ml) ou le mifepristone (RU-486). 

Differentes concentrations du produit teste sont utilisees pour coraparer les 
effets utero-relaxants du produit-test aux effets de la progesterone seule. Aucun anneau 
de tissu n'est utilise dans plus d'une experience contr61e-test. La tension pour chaque 
type d'experience est mesuree pendant une periode de 10 mn. Les cpntractions uterines 
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sont analysees en tension totale generee en gramme de tension par gramme de tissu. 
Cette etude a pour but de montrer I'activite utero-relaxante du produit teste. 

Exemple 10 : Inhibition in vitro de la contractilite uterine spontanee et induite dans des 
5 utems de cobayes gestantes 

Le but est de mesurer Taction du produit-test sur des contractions uterines 
induites par Toxytocine. 

Des cobayes matures au 20*" jour de gestation sont utilises. Un segment uterin 
de 10 . mm est retire et suspendu a un systeme de levier (Ig) dans un bain organique 
10 contenant 35 ml de solution physiologique (Van Dyke-Hasting) maintenu a 37*" et 
continuellement bulle avec OoCOj. 

Les contractions sont induites par Toxytocine a la concentration de 10'"^ 
moles/ml. Les contractions sont mesurees avec un transducteur lineaire couple a un 
enregistreur. L'addition du produit-test a differentes concentrations montre Taction 
15 utero-relaxante que les contractions de T uterus en gestation soient spontanees ou 
induites. L* action de ces produits est egalement compar^e a Taction de la progesterone. 

Exemple 11 : Mesure in situ de la contractilite et de la pression arterielle dans des 
utems complets 

20 La contractilite uterine est evaluee par la mesure des changements de pression 

arterielle dans un utems perfuse par une canule in situ. Les changements de la pression 
arterielle sont egalement determines. La mesure de la vitesse du sang arteriel uterin 
reflete en effet la perfusion de cet organe. 

Cinq femelles vierges de cobaye Hartley sont anesthesiees le jour 1 de leur 

25 oestrus (c'est-a-dire le premier jour de Touverture du vagin) avec du pentobarbital 
sodium a la concentration de 35 mg/kg. La veine jugulaire exteme est canulee pour une 
administration de produit a tester et Tartere carotide est egalement canulee pour 
enregistrer la pression arterielle. L' uterus est expose par une incision mediane 
abdomino-peritoneale, Une premiere canule est inseree a la jonction uterotubale et une 

30 deuxieme canule est inseree a travers le col de Tutems dans Tuterus et est fixee. Le 
liquide de perfusion (de Teau distillee a temperature ambiante) est perfuse a la vitesse 
de 0,5 ml/mn a travers la canule de la jonction uterotubale et est coUecte a partir de la 
canule presente dans le col de Tutems. Le produit teste est administre et compare a la 
progesterone. Les modifications de la pression de la perfusion uterine sont enregistrees 
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avec des transducteurs de pression Beckman couples a un enregistreur. Les-reponses 
dans le tonus uterin sont quantifiees en termes de miliimetres de pression de mercure. 
Les modifications de la pression arterielle sont egalement enregistrees. 

5 Exemple 12 : Mesure in vivo de la vitesse sang u ine arterielle uterine et de la pression 
systemique dans des rates gestantes. 

Des rates Wistar gestantes sont anesthesiees et ventilees de fagon mecanique 
avec un ventilateur pour petits rongeurs. La temperature du corps est maintenue a 37*". 
La veine jugulaire est canulee pour Tinjection de produits k tester et la pression 
10 systemique est enregistree a partir de Tartere carotide gauche. L'uterus est alors expose 
et maintenu huroide par une solution physiologique. La rapidite arterielle uterine 
principale est mesuree par un Doppler. 

L' administration du produit permet la mesure de I'influence des contractions 
uterines spontanees ou induites par la phenylephrine et egalement de mesurer la 
15 pression systemique. Ce test peut egalement etre utilise dans des etudes comparatives 
avec d'autres produits capables de relaxer T uterus conMne la progesterone seule, des 
donneurs de NO ou des antagonistes adrenergiques, coinme par exemple la ritodrine. 

Exemple 13 : Action in vivo des produits selon Tinvention sur le travail de rates 
20 gestantes. 

La capacite des traitements par ces drogues a retarder le debut du travail est 
evaluee dans un modele qui mesure le temps de delivrance spontanee entre le premier 
et le second raton a naJtre dans une grossesse a terme. 

Des femelles gestantes sont placees dans des cages individuelles en plastique a 

25 partir des jours 16 a 19 de grossesse. A partir du jour 22, les femelles sont observees de 
fa9on continue. Immediatement a la delivrance du premier raton, les femelles regoivent 
le produit a tester. Le temps de delivrance du premier raton est enregistre puis la 
femelle est placee dans sa cage et observee jusqu'a la delivrance du second raton. Les 
resultats sont exprimes en temps passe entre les premiere et la deuxi^me delivrances. 

30 Les produits administres sont soit le produit objet de Tinvention, soit la 

progesterone seule, soit la ritodrine ou soit un placebo afin de comparer les effets de 
ces differents produits. 
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Exemple 14 : Action in vivo sur la matxiration cervicale uterine dans des rates 

gestantes. 

Le but est de mesurer la maturation cervicale de rates femelles adultes. Ces 
5 rates gestantes en fm de grossesse presentant une maturation cervicale spontanee ou 
induite sent traitees avec le produit-test, la progesterone seule ou le placebo 
administres de fagon vaginale. Les mesures de temps pour terminer la d^livrance, la 
force necessaire pour dilater le col de Tutems et le temps pour obtenir la dilatation 
sont enregistres. 

10 

Exemple IS : Traitement de la menace d'accouchement premature c hftz la fcmme 

a) par injection : 

Une solution contenant un des composes des exemples 1 a 4 (derives de la 
progesterone et de la 17- hydroxyprogesterone) est reconstituee extemporanement et 

15 infusee par voie sous-cutanee, grace a un catheter insere sous la peau et a Tutilisation 
d'une pompe a la dose initiale de 1 mg a 10 mg par heure, selon Tintensite des 
contractions. Cette dose pent etre tres progressivement augmentee si besoin sous 
surveillance constante de la pression arterieUe. Lorsqu'une diminution de la frequence 
des contractions est obtenue, le dosage pent Stre tres progressivement diminue, 

20 Une solution contenant un des composes des exemples 1 a 4 (derives de la 

progesterone et de la 17- hydroxyprogesterone) est injectee par voie sous-cutanee, en 
injection regulierement espacees. L'utilisation des procedes habituellement utilises en 
galenique pent permettre de realiser des formes retard permettant une diffusion 
controlee, plus lente et plus prolongee du principe actif . 

25 

b) par Tingestion d'un comprime 

Un comprime sublingual contenant un des composes des exemples 1 a 4 est 
plac6 sous la langue sans Stre avale ni croque. Le dosage initial est de 3 mg. La prise 
pent etre repetee deux fois, a une heure dintervalle (9 mg en 2 heures au total), sous 
30 surveillance continue de la pression arterieUe. Les prises seront ensuite repetees toutes 
les 8 heures pendant une duree de 48 heures. 



c) par un gel intranasal 
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Un gel aqueux contenant un des composes des exemples 1 a 4, dose a 5 mg par 
dose unitaire, est applique dans une narine. Cette dose peut etre repetee trois heures 
plus tard, sous surveillance continue de la pression arterielle. Les applications sont 
ensuite repetees toutes les 8 heures pendant une duree de 48 heures. 

5 

d) par gel intravagtnal 

Un gel contenant un des composes des exemples 1 a 4, est insere dans la cavite 
vaginale. Le dosage initial est de 10 a 200 mg de principe actif, sous surveillance 
continue de la pression arterielle. Une deuxieme administration sera effectuee de 6 a 24 
10 heures plus tard. 



15 
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REVENDICATIONS 

1. Compose caracterise par le fait qu'il est choisi parmi les composes 
capables de se fixer a des recepteurs dTiormones et qu'il comporte un groupement 
ester nitrique donneur de monoxyde d' azote ^ 1' exception de 1' estradiol siibstitue en 
position 11 et/ou 17 par un groupement ester nitrique. 

2- Compose selon la revendication 1, caracterise par le fait que les 

recepteurs d'hormone sont choisis parmi des recepteurs steroi'des, retinoides et de 
derives de la vitamine D. 

3. Compose selon Tune quelconque des revendications 1 ou 2, 
caracterise par le fait que le compose capable de se fixer a des recepteurs d'hormones 
est une hormone naturelle. 

4. Compose selon Tune quelconque des revendications 1 ou 2, 
caracterise par le fait que le compose capable de se fixer a des recepteurs d'hormones 
est une hormone sjmthetique. 

5. Compose selon Tune quelconque des revendications 1 a 4, 
caracterise par le fait que Thonnone capable de se fixer a des recepteurs d'hormones 
est choisie dans le groupe compose d'une hormone progestative, d'un cestxogene, d-un 
anti-mineralocortocoi'de, d'un androgene ou d'un anti-androgene ou d*une 
combinaison de ces hormones. 

6. Compose selon Tune quelconque des revendications 1 k 5, 
caracterise par le fait que ITiormone capable de se fixer a des recepteurs d'hormones 
est choisie dans le groupe suivant : progesterone, 170H progesterone, estradiol, 
ethinyl estradiol, aldosterone, spironolactone, drospirenone, testosterone, 
cyproterone. 

7. Compose selon la revendication 1 a 6, caracterise par le fait qu*il 
comporte un ou plusieurs groupements NOj lie(s) a I'hormone directement par 
Tatome d'oxygene de la forme enolique ou par I'intermediaire d'un radical 
benzyloxy. 

8. Compose selon Tune quelconque des revendications 1 a 7, 
caracterise par le fait que le ou les groupements NO2 sont lies directement a 
rhormone par I'atome d'oxygene de la forme enolique de celle-ci. 

9. Compose selon Tune quelconque des revendications 1 a 7, 
caracterise par le fait que le ou les groupements NO2 sont lies a T hormone par 
Tintermediaire d'un radical benzyloxy. 
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10. Compose selon la revendication 9, caracterise par le fait que le 
radical benzyloxy est lie a Thonnone par rintermediaire d'un groupement etablissant 
xm pont. 

1 1 . Compose selon la revendication 10, caracterise par le fait que le 
5 pont est un C=0 ou COO. 

12. Compose selon Tune quelconque des revendications 1 a 11, 
caracterise par le fait que llionnone capable de se fixer a des recepteurs d'hormones 
est la progesterone. 

13. Compose selon Tune quelconque des revendications 1 all, 
10 caracterise par le fait que I'hormone capable de se fixer a des recepteurs d'hormones 

est la 170H progesterone. 

14. Composes selon la revendication 7, caracterises par le fait qu'ils 
repondent aux formules : 




15, Compose selon Tune quelconque des revendications 1 a 11, 
caracterise par le fait que rhoimone capable de se fixer a des recepteurs d'hormones est 
restradioL 
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16. Compose selon la revendication 15, caracterise par le fait qu*il est 
substitue en positioii 17 et 3 de Testradiol par un groupement NO^ lie a Tatome 
d'oxygene de la fonction OH de 1' estradiol. 

17. Compose, selon la revendication 15, caracterise par le fait qu'il est 
substitue en position 3 de Testradiol par un groupement NOj lie a Tatome d'oxygene de 
la fonction OH de r estradiol, 

18. Composes selon la revendication 16 ou 17, caracterises par le fait 
qu'ils repondent aux foimules 




19. CoDipose selon -l*une quelconque des revendications 1- k 6, caracterise 
paar le fait que Thormone capable de .se. fixer k des recepteurs d'hoifaones est' la 
spironolactone. • . * - • . * 

20. Compose selon la revendication 19, caracterise par le fait qu'il 
coinporte un groupement NO2 lie par Tinteraiediaire d'un radical benzyloxy. 

21 . Compose selon la revendication 20, caracterise par le fait qu'il repond 
a la f oraiule 




22. Compose selon Tune quelconque des revendications 1 a 21 pour son 
application comme medicament. 
5 23. Composition pharmaceutique caracterisee par le fait qu'elle comprend 

dans un milieu phamiaceutiquement acceptable, un compose selon Tune quelconque 
des revendications 1 a 21. 

24. Medicament caracterise par le fait qu'il contient au moins un compose 
selon Tune quelconque des revendications 1 a 21 dans la prevention des naissances 

10 prematurees. 

25. Medicament selon la revendication 24 pour son application 
therapeutique dans la prevention des naissances prematurees. 

26. Medicament selon la revendication 24 pour son application 
therapeutique dans le controle de la mobilite uterine. 

15 27. Medicament selon la revendication 24 pour son application 

therapeutique dans Taugmentation de la dilatation cervicale lors de Tetape du travail. 

28. Medicament selon la revendication 24 pour son application 
therapeutique dans le traitement des anomalies de la contraction uterine. 

29. Medicament selon la revendication 24 pour son application 
20 therapeutique dans le traitement des dysmenorrhees. 

30. Medicament selon la revendication 24 pour son application 
therapeutique dans le traitement hormonal de substitution des femmes menopausees. 

3 1 . Medicament selon la revendication 24 pour son application 
therapeutique dans Tinductdon d'un cycle endometrial dans le cadre de la procreation 
25 assistee. 
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32. Medicament selon la revendication 24 pour son application 
therapeutique dans la prevention ou le traitement de lliypertension arterielle. 

33. Utilisation d'un compose caracterise par le fait qu'il est capable de se 
fixer a des recepteurs d'hormones et qu'il comporte un groupement ester nitrique 

5 donneur de monoxyde d' azote pour la preparation d'un medicament destine a la 
prevention des naissances prematurees 
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Box n Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet) 



This International Searching Authority found multiple inventions in this international apphcation, as follows: 
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A. CLASSEMENTDEL'OBJETDELA0EMANDE . . , . 

CIB 7 CO7J4l70O A61K31/565 A61P15/04 A61P15/06 A61P15/12 
A61P9/12 

Seton ta dasaricalion intemalionale des brevets (CIB) ou a la fois seton ta cfassfficalion nalionale et la CtB 

B. DGMAiNES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 

Documenialion minimale conss^^B {^^^xoe de dassification suM des symboles de dassement) 

CIB 7 C07J A61K 
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EPO-Internal , WPI Data, PAJ, CHEM ABS Data, EMBASE, BIOSIS 



C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Cat6goiiB* 


Identtfication des documents dtte, avec, le cas echSant, f indtoalion des passages pertinents 


no. des revendications visees 


X 


us 3 052 675 A (ANTOINE LOCATELLI ET AL) 
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colonne 10; exemple I 
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US 3 494 941 A (LEDIG KURT W ET AL) 
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colonne 7, ligne 35 - Hgne 55 
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US 3 352 891 A (LEDIG KURT W ET AL) 
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*E* document ant^iieur. mais public ^ la date de d6p6t International 
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•L* document pouvant |eter un doute sur une revendlcation de 

priorile ou cits pour determiner la date de publication d*une 

autre ctlalbn ou pour une raison spedale (telle qu'indiquSe) 
'O* document se rSferant h une divulgation orale, ^ un usage. ^ 

une exposition ou tous autres moyens 

■p* document publie avemt la dale de dep&t international, mais 
posterieurement k fa dale de prforite revendiquee 



*T* document ultdrieur pubf apr&s la date de d^pdt international ou la 
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ou la th^fie constiluant la base de rinvention 

*X' document particulierement pertinent: r'mven tion revendiquSe ne peut 
§tre consid6r6e comnrie nouvelle ou comnve impliquant une activite 
inventive par rapport au document consid6r6 tsol&ment 

•Y' document particuii^remenl pertinent; Finven lion revendiqu^ 
ne peut £tre consideree comme impliquant une activity inventh/e 
lorsque le document est associe d un ou plusieurs autres 
documents de m6me nature, cette combinaison 6tant 6vidente 
pour une personne du mStier 
document qui fait partle de la mdme femille de brevets 
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Cadre I Observations - lorsqull a ete estime que certaines revendications ne pouvaient pas faire Tobjet d'une rechercli 
(suite du point 1 de la premiere feuiUe) 



Conformement a rartide I72)a). certaines revendications rTont pas faft robjet cfune recherche pour les motifs sutvants: 

1. I I Les revendications 

se rapportent a un objet a regard duquel radministration n'est pas tenue de proceder a la recherche, a savolr. 



2. I ^ I Les revendications n**® " 

se rapportent a des parties de la demande {ntemationale qui ne rempfissent pas suffisamment les conditions prescrites pour 
qu'une recherche significative pulsse etre effectuee, en particulier: 

voir feunie supplemental re SUITE DES RENSEIGNEMENTS PCT/ISA/210 



3. I I Les revendications n°® 

sont des revendications dependantes et ne sont pas r^igees confonmement aux dispositions de la deuxieme et de la 
troisieme phrases de ta rfegle 6.4^). 



Cadre II Observations - lorsqu'il y a absence d'unit^ de Tinvention (suite du point 2 de la premiere feuille) 



L'administration chargee de la recherche internationale a trouvd plusieurs inventions dans la demande Internationale, a savoir: 



1 . I I Comme toutes les taxes additionnelles onl ete payees dans les d^lais par le d^posant, le present rapport de recherche 
' — ' Internationale porta sur toutes les revendications pouvant faire robjet d'une recherche. 



□ 



Comme toutes les recherches portant sur les revendications qui s'y pretaient ont pu etre eflectuees sans effort particulier 
Justifiant une taxe additionnelle, radministration n'a sollicit^ le palement tfaucune taxe de cette nature. 



3. Comme une partte seulement des taxes additfonneHes demandees a ete payee dans les delais par le deposant, le present 
' — ' rapport de recherche Internationale ne porte que sur les revendications pour iesquelles les taxes ont 6t6 payees, a savoir 
les revendications n ^ 



4. Aucune taxe addiUonnelle demand^ n'a 6t§ payte dans les d^als par le d^sant En consequence, le present rapport 
I — ' de recherche Intemationaie ne porte que sur rinvention mentionnie en premier lieu dans les revendications; elle est 
couverte par les revendications n °® 



Remarque quant a la reserve 



I I Les taxes adcfitionneDes etaient aocompagnees dunie resenfe de la part du deposar 
I I Le palement des taxes additionnelles n'etalt assort! d*aucune resen^e. 
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